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Latente Agrobakterien in transgenen Pflanzen nachgewiesen 
Agrobacteria shown to reside in transgenic plants 
Von Cornelia van der Hoeven, Antje Dietz und J. Landsmann 
Zusammenfassung 
Mit Hilfe von gentechnisch veränderten Agrobakterien kön­
nen Pflanzen mit neuen Eigenschaften erzeugt werden. Der 
Verbleib der Agrobakterien in den transgenen Pflanzen wurde 
von uns untersucht. 
Mehrere Monate nach der Transformation konnten die zur 
Transformation eingesetzten Agrobakterien aus den ausge­
wachsenen Pflanzen noch intakt isoliert werden. Die für 
zukünftige Freisetzungen bedeutende Frage, ob dies auch für 
aus Samen gezogene Nachkommen dieser Pflanzen zutrifft, 
wird weiter untersucht. 
Abstract 
Genetically altered Agrobacteria can be used as tools to produce 
transgenic plants with new traits. We have analysed the persistence of 
these Agrobacteria within the transformed plants. Many months after 
the transformation functionally intact Agrobacteria could be isolated 
from the mature plants. For future releases of genetically engineered 
plants into the environment, risks of transmission of Agrobacteria into 
progeny plants need to be evaluated. We are currently investigating 
the possibility of bacterial transmission via seeds. 
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Gentechnische Veränderung von Pflanzen 
Gene können mit physikalischen, biochemischen, genetischen 
oder anderen biologischen Methoden in Pflanzen eingeführt 
werden. Die Wahl der Methode hängt von der zu transformie­
renden Pflanzenart ab, denn jede Technik hat einen begrenz­
ten Einsatzbereich. 
Eine weitverbreitete, oft modifizierte Transformationsme­
thode verwendet Agrobakterien als Vektoren zur Einschleu­
sung fremder Gene in Pflanzenzellen. Diese elegante und 
präzise Technik basiert auf einem natürlichen biologischen 
Mechanismus. Agrobakterien übertragen in der Natur 
bestimmte Genbereiche (Transfer- oder T-DNA) von eigenen 
Plasmiden (Extrachromosomen) auf die befallenen Pflanzen. 
Die so veränderten Pflanzen produzieren neue Phytohormone 
und zeigen tumorartiges Wachstum. Ersetzt man in der T­
DNA der Agrobakterien die Tumorgene durch andere klo­
nierte DNA-Abschnitte, werden diese in die befallenen Pflan­
zenzellen übertragen. Die so erzielten transgenen Pflanzen 
haben statt der Phytohormongene die klonierten Gene erhal­
ten und zeigen normales Wachstum. 
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Die neu eil}.geführten Gene bzw. ihre Produkte lassen sich 
biochemisch und genetisch nachweisen. In Modellsystemen 
mit Tabak- und Petunienpflanzen verwenden wir bei der gen­
technischen Veränderung als genetische Markierungen sog. 
Reportergene. Die Produkte dieser Gene sind meist Enzyme, 
deren Funktion sich in Pflanzenzellextrakten biochemisch 
testen läßt. Der Erfolg der Transformation ist somit quantifi­
zierbar. In unseren Modelltransformationen dient ein Repor­
tergen (Kanamycinresistenzgen) zur Selektion der transfor­
mierten Pflanzen, während ein anderes, das ß-Glucuronidase­
Gen (GUS-Gen), sich zur biochemischen Analyse eignet. Wir 
untersuchen Sicherheitsaspekte der Freisetzung gentechnisch 
veränderter Pflanzen. Zum Beispiel werden folgende Fragen 
bearbeitet: Wie verhalten sich künstlich eingeführte Gene in 
transgenen Pflanzen? Welche Risiken sind mit der Herstellung 
gentechnisch veränderter Pflanzen verbunden? Was geschieht 
mit den an der Transformation beteiligten Agrobakterien und 
Transformationsvektoren? 
Pflanzentransformation 
Agrobakterien persistieren im Boden. In der Natur infizieren 
sie verletzte Pflanzen und breiten sich anscheinend interzeJlu­
lär in ihnen aus. Die Agrobakterien übertragen auf die Pflanze 
u. a. Stoffwechselgene, die zur Neusynthese von Nahrungs­
bausteinen (Opinen) für die Agrobakterien dienen. Das
tumorartige Pflanzenzellwachstum sorgt für ausreichende
Nahrungsproduktion.
Bei der In-vitro-Transformation werden Blattstücke mit 
einer Flüssigkultur von Agrobacterium tumefaciens infiziert. 
Die Blattstücke werden nach einer Inkubationszeit von 2-3 
Tagen äußerlich bakterienfrei gewaschen. In Petrischalen auf 
selektivem Medium unter Antibiotika- und Phytohormonzu­
gabe regenerieren transformierte Sprosse. Nach 3--4maligem 
wöchentlichen Umsetzen auf frisches Agar-MSO-Medium wer­
den der Bakterienhemmstoff Cefotaxim und die Pflanzenhor­
mone (Auxin und Cytokinin) entzogen. Die seit dem zweiten 
Tag nach der Transformation bestehende Selektion auf eins 
der eintransformierten Reportergene (Kanamycinresistenz) 
wird aufrechterhalten. Die Sprosse bilden nun innerhalb einer 
Woche Wurzeln. Die Pflanzen werden danach in Gläschen 
vereinzelt. 
Äußerlich sind ab der ersten Woche nach der Transforma­
tion keine Agrobakterien mehr sichtbar. 
Bonitur 
Das Antibiotikum Kanamycin hemmt Chloroplasten und 
Mikroorganismen. Die Selektion auf Kanamycin begünstigt 
diejenigen regenerierenden Sprosse, deren eingeführtes Resi­
stenzgen zur Entgiftung des Kanamycins im Medium führt. 
Auf Grund seiner Konstruktion ist das Kanamycinresistenz­
gen allerdings auch in Agrobakterien aktiv. Gegen diese sind 
folglich seit dem Beginn der Wurzelbildungsphase keine wirk­
samen Hemmstoffe mehr im Medium. In den Petrischalen 
liegen während der Sproßregeneration mehrere Blattstücke 
dicht nebeneinander, mehrere neue Sprosse erwachsen aus 
einem Blattstück. Hierdurch kann es zu lokal detoxifizierten 
Bereichen kommen, in deren Schutz auch untransformierte 
Sprosse gedeihen. Daher werden die Sprosse ab einer Größe 
von ca. 0,5 cm von den übrigen Blatteilen isoliert. Nichtresi­
stente Sprosse vergilben danach und sterben ab. Die meisten 
Sprosse bilden nach der Umsetzung auf hormonfreies Medium 
Wurzeln. Nur die auf Medium mit 100 µg/ml Kanamycin 
wurzelbildenden Pflanzen werden als transformiert bonitiert. 
Nachweis der Persistenz von Agrobakterien 
Bei der Propagierung von Kopfstecklingen von mit Agrobak­
terien transformierten Tabakpflanzen treten häufig an den 
Schnittstellen der Pflanzen Bakterien auf. Eine äußerliche 
Kontamination konnte in den untersuchten Fällen ausge­
schlossen werden. Sechs Monate nach der Transformation 
haben wir von sechs verschiedenen transgenen Pflanzen Bak­
terien isolieren können. Die Bakterien sind morphologisch als 
Agrobakterien anzusprechen. Sie wachsen auf Medium mit 
den Antibiotika Rifampicin (100 µg/ml), Tetracyclin (5 µg/ml), 
Kanamycin (lOOµg/ml). Damit besitzen sie die genetischen 
Resistenzmarker der A usgangs-Agrobakterien. 
Alle Isolate enthalten Plasmide, die wir präparieren konn­
ten. Die Restriktionsanalyse der Plasmide mit den Endonu­
kleasen EcoRI und HindIII zeigte die erwarteten Fragmente 
der Ausgangs-Ti-Plasmid-Vektoren. 
Zwei der Bakterienisolate wurden zur erneuten Pflanzen­
transformation eingesetzt, um ihre Funktionalität zu überprü­
fen. In beiden Experimenten gelang die Regeneration von 
kanamycinresistenten, bewurzelten Tabakpflanzen. 
Bei 10 dieser Pflanzen wurde eine Expressionsanalyse der 
eingeführten Reportergene durchgeführt. Alle Pflanzen zeig­
ten Aktivität des GUS-Reportergens. Die GUS-Aktivität lag 
im Rahmen der Expression, die auch bei den Pflanzen gemes­
sen wurde, die mit den Ausgangs-Agrobakterien transformiert 
waren. 
Weitere Hinweise 
Eingeführte Gene lassen sich direkt im Genom des transgenen 
Organismus nachweisen. Mit Hilfe von DNA-(Desoxyribo­
nukleinsäure-)Sonden für spezifische Gensequenzen kann die 
Größe von ins Chromosom integrierten Genfragmenten 
bestimmt werden. Wir haben die Southern-Hybridisierungs­
technik zur Analyse der transgenen Tabakpflanzen ver­
wendet. 
Agrobakterien transferieren nur einen bestimmten Teil 
ihres Ti-Plasmid-Vektors, die T-DNA, auf Pflanzenchromoso­
men. Bei mindestens einer der transformierten Pflanzen konn­
ten wir jedoch auch Vektorfragmente entdecken, die nicht im 
T-DNA-Bereich liegen. Zudem ließ die Intensität der Hybri­
disierungssignale in einem Fall auf eine mehr als zehnfach
höhere Präsenz des gesamten Transformationsvektors schlie­
ßen, als dies in den anderen untersuchten Pflanzen der Fall ist.
Eine Reisolierung des intakten Vektors aus der genomischen
Pflanzen-DNA-Präparation durch bakterielle Transformation
gelang allerdings nicht.
Die vegetative Vermehrung der Pflanzen geschieht bei uns 
nicht nur durch Kopfstecklinge, sondern auch durch Regene­
ration neuer Sprosse aus angeschnittenen Blattstücken. Diese 
Blattstücke werden auf kanamyzinhaltigem Agar-Medium ste­
ril ausgelegt. Auch hier bilden sich gelegentlich Bakterienhöfe 
um die Schnittstellen. Nach Zugabe von Cefotaxim treten die 
Bakterien nicht mehr auf. Agrobakterien bzw. ihre Plasmid­
vektoren scheinen sich also in den transgenen Pflanzen syste­
misch auszubreiten. 
Das Auftreten von Agrobakterien in transgenen Pflanzen 
hängt möglicherweise auch von der Höhe der Gegenselektion 
mit Cefotaxim ab. Bei 250 µg/ml dieses Antibiotikums im 
Pflanzenregenerationsmedium konnten mehr als ein Jahr nach 
der Aufhebung des Gegenselektionsdruckes noch häufig Bak­
terien beobachtet werden. Bei Pflanzen, die auf 500 µg/ml 
Cefotaxim herangewachsen sind, war dies nur selten der Fall. 
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Impl ikationen für die Freisetzung 
1 . Agrobak terien persistieren latent i n  Weinreben (vgl . G.
STELLMACH ) .  Wir h aben hier nachgewiesen ,  daß auch in  m i t
Agrobacterium gentechnisch veränderten Pfl anzen diese
Mi kroorganismen über lange Zeit im vegetativen Gewebe
persistieren können . Die Gegense lekt ion mit dem Antibiot i ­
kum Cefotaxim verhindert d ie  Vermehrung der  Bakterien und
damit einen sichtbaren Befal l , tötet s ie jedoch n icht vollstän­
dig ab .
Be i  eventuel ler Freisetzung von primären m i t  Agrobacte­
rium transformierten Pflanzen würden somit auch mit großer 
Wahrschein l ichkeit gentechn isch veränderte Agrobakterien 
freigesetzt . 
Diese könnten durch natürl iche Mechanismen ihr  Ti -Plas­
mid horizontal auf andere Mikroorganismen übertragen und 
von diesen neue Plasmide erhal ten . Da die in der Gentechnik 
verwendeten A .  tumefaciens- und A. rhizogenes-Stämme 
potentie l l  pflanzenpathogene Organ ismen s ind, ist dies nicht 
wünschenswert . 
2 .  ln der agronomischen Praxis werden a l lerdings nur Pflan­
zen i n s  Fre i land gebracht , die durch mehrfache Rückkreuzun­
gen d ie  Stabi l ität eines Musters von gewünschten Eigenschaf­
ten bewiesen habe n .  Bei  solchen Pflanzen wurde der vege­
tat ive Vermehru ngszyklus durch Samenstadien unterbrochen .  
E s  wurde bisher angenommen , d a ß  dieses Samenstadium kon­
tam inierende Agrobakterien aussch l ießt . I nwieweit dies expe­
r imentel l  belegbar ist , soll i n  der BBA weiter untersucht 
werden . 
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Mitte i lungen 
Effizienz der Wucherungen von Synchytrium 
endobioticum (Schi lb.) Perc. nach mehrmaliger 
Benutzung als lnoku lum 
Die Prüfung von Kartoffelsorten und  -zuchtstämmen au f  Resistenz 
gegenüber dem Erreger des Kartoffe lkrebses (Synchytrium endobioti­
cum) wird in den meisten Ländern unter Laborbedingungen nach der 
Glynne-Lemmerzahl-Methode durchgeführt (MüLLER ,  1959) . 
D iese Methode, die seit Anfang der 30cr Jahre angewendet wird , ist 
auf die Berei tste l lung frischer Krebswuche rungen aus Laborkulturen 
angewiesen .  Die ganzj ährige Erhaltung der Krebskulturen und die 
Massenanzucht von Krebswucherungen für d ie Resistenzprüfung 
erforde rt e inen hohen Arbeitsaufwand , der bei gleichzeitiger Kultivie­
rung mehrerer Pathotypen häufig einen begrenzenden Faktor für die 
Prüfkapazität darstel l t .  Zur Senkung des Arbeitsaufwandes bei der 
Vermehrung der Krebskulturen wird eine möglichst effektive Aus­
beute an Wucherungen durch Ben utzung hochanfäl l iger Kartoffe lsor­
ten und eine optimale Gestaltung der I nfektions- und Tnkubationsbe­
d ingungen angestrebt .  l n diesem Zusammenhang ist die Effizienz der  
Krebswucherungen nach mehrma l iger Benutwng als lnoku lum in 
Abhängigkeit vom Krcbspathotyp zu k l ä ren . Die Effizienz der wr 
Inoku lat ion benutzten Wucherungen wird an der Höhe der Infektions­
rate (Anzahl Augenplatten mit Krebswucherungen) bewertet .  
Nach MüLLER ( 1 959) ist bei Verwendung von Wucherungen ,  d ie  
26 Tagc nach der  In fektion geerntet wurden , der Pathotyp G 1 dem Pathotyp D 1 unterlegen .  Zu r  Erwe i terung de r  Kenntnisse über d ie Effiz ienz von  Wucherun­
gen i n  Abhängigkeit wr Häufigke i t  ihrer N utzung s ind von Dezember 
1 990 b is  Mai  J 991 mit  allen in  den neuen Bundesländern vorkommen­
den Krebspathotypen Versuche an den Sorten Deodara (anfäl l ig für 
a l l e  Pathotypen) und Sorka ( resistent für Pathotyp D 1 ) durchgeführt worden .  Als l nokulum sind 4-5 Wochen alte Wucherungen ( l-2 g/ 
Wucherung) benutzt worden .  
D i e  Wucheru ngen wurden bei 1 5- 18  ° C  und einer relativen Raum­
l uftfeuchtc > 90 % bei Dunkelheit angezogen .  Je nach Anzahl der 
vorhandenen Wucherungen sind je  Passage . Pathotyp und Sorte 
[ 50-500 Augenplatten (x 1 80 Augenplatten) inokul iert worden .  Vor 
dem Zuschneiden der Augenplatten sind die Knol len zur B ekämpfung 
von Rhizoctonia solaui mit Monceren 250 FS (0,0 1 % Pencycuron­
Konzentration ) behandelt worden .  Zwischen der Entnahme der 
Wucherungen aus der Krebskul tur und ihrer erstmaligen Verwendung 
a ls  lnokulum wurde eine Zeitspanne von 4-5 St unden eingehalten . 
Die T noku lat ionszeit betrug 24 Stunden .  
Nach Beendigung der lnokulat ionsze i t  s i nd  d i e  Augenplatten m i t  
e inem Kompost-/Torfgemisch abgedeckt und durch B esprühen mi t  
Lei t u ngswasser feuchtgehalten worden .  Die gesunden Wucherungen 
wurden 6mal als l nokulum (6 Passagen) benutzt . Die Versuchsbedin­
gungen  waren mi t  denen für die Anzucht der  Wucherungen identisch . 
4-5 Wochen nach der Inokulation ist die Anzahl der Augenplatten mi t  
deut l ich ausgebi ldeten Wucherungen ( I n fektionsrate) und ihr  Gewicht 
erfaßt worden . Die ermittelten I nfekt ionsraten  werden in Tabelle 1 
dargeste l l t .  
Die Effiz ienz fr isch geernteter Wuche rungen (Passage 1 )  war be i  
a l len 7 i n  d ie Untersuchungen einbezogenen Pathotypen auf beiden 
Sorten am geringsten . N ach 3- bis 6-mal iger Benutzung des Inokulums 
sind im  Vergleich zur erstmaligen Benutzung deutl ich höhere Infek­
t ionsraten erzie l t  worden . Zwischen  den Pathotypen und Sorten s ind 
weitere Unterschiede in der Infekt ionsrate erkennbar. 
Für d ie  Pathotypen J 1 und P I is t zum Beispiel nach 6maliger Anwendung der Wucherungen e in stärkerer Effizienzverlust zu beob­
achte n als be i  den Wucherungen der anderen Pathotypen .  Die Aussa­
gen von MüLLER ( 1 959) über Unterschiede zwischen den Pathotypen 
D 1 und G 1 können mit Ausnahme der Ergebnisse nach 4maligcr Verwendung der Wucherungen bestätigt werden . Für Pathotyp G 1 s ind auf Sorka und Dcodara die höchsten I nfektionsraten mit 4mal 
benutzten Wucherungen erzielt worden .  
D i e  vorliegenden Ergebnisse deuten darauf h i n ,  d a ß  d i e  Wucherungen 
von Pathotyp D 1 nach 2- b i s  6mal igcr Benutzung (mit Ausnahme von Passage 4) auf Dcodara eine höhere F.ffiz ien7 hesi t7en �ls die Wuche­
rungen der Pathotypen G 1 , P 1 , K 1 , R 1 , E 1 und T1 . Zu beachten sind die erheblichen Unterschiede i n  der Anfäl l igke i t  der Sorten Deodara 
und Sorka gegenüber den einzelnen Pathotypen . So ist zum Beispiel 
die Sorte Sorka für die Vermehrung der Pathotypen G 1 , K 1 und P 1 ( I n fekt ionsraten nach 4 und 5 Passagen) und d ie  Sorte Deodara für T 1 ( I nfektionsraten nach 3 - 6  Passagen) zu bevorzugen . 
